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本研究通过对以 WBP2 为诱饵的 pull-down/MS 结果分析得到 ENO1 为可能
与WBP2 相互作用的蛋白质。体外表达并纯化了 ENO1蛋白质，并通过 Pull-down
实验证实了 ENO1 和 WBP2 间存在相互作用，即二者能够在体外结合。在过表
达 WBP2 的神经胶质细胞瘤 U251 细胞系中，ENO1 的 mRNA 水平亦升高，而
ENO1 的蛋白质也升高。在 WBP2 表达下调的神经胶质细胞瘤 U251 细胞系中，
ENO1 的 mRNA 水平亦降低， ENO1 的蛋白质也降低。MTT、Transwell、划痕
实验结果表明在 ENO1 表达下调的情况下，神经胶质瘤细胞系 U251 的增殖、侵
袭和迁移能力均降低。流式细胞仪分析表明，在下调 ENO1 表达的情况下，处
于 G1 期的细胞数量增多， S 期及 G2/M 期细胞数量均减少。DAPI 和 Annexin-V
双染的细胞凋亡检测表明在 ENO1 表达下调的情况下，晚期凋亡的细胞数目增
多，坏死细胞数量亦明显上升，而活细胞数目减少，说明 ENO1 表达水平下调
能够促进 U251 细胞凋亡。 
在下调 ENO1 的蛋白表达水平后，迁移相关蛋白 N-cadherin 表达量降低，而
E-cadherin 表达量上调。而细胞信号通路蛋白 Erk1/2、p38 等蛋白质磷酸化水平





















Glioma is a kind of glial cells cancerous tumors which starts in the brain and 
spine. Glial tumors account for 30% of the brain and central nervous system tumors, 
80% of malignant brain tumor, which annual incidence is about 3 to 8 in100000 
population. ENO1 is a catalytic enzymes in glycolysis, it catalyzes the conversion 
between glyceric acid phosphate and phosphoenolpyruvic acid. ENO1 is 
overexpressed in a wide variety of tumors. 
 This research found the potential interaction of WBP2 and ENO1 through the 
pull – down/MS assay. Expression and purification of ENO1 proteins in vitro, we 
verify that ENO1 can interact with WBP2 in vitro by pull - down assay. The level of 
mRNA of ENO1 is increased in WBP2 overexpressed U251 cell line and the protein 
level is also increased. The level of mRNA of ENO1 is decreased in WBP2 
knockdown U251 cell line and the protein level is also decreased. In the interest of 
knowing the function of ENO1 in glioma cell line, we conducted the MTT, scratch 
and transwell experiments, from which we discovered that the ability of cell 
proliferation, migration and invasion is reduced when we knockdown ENO1 by 
siRNA in U251 cell line. Then we check the cell cycle and apoptosis by Flow 
cytometry instrument, which result suggest that tumor cell number in G1 phase 
increased, and the rate of S phase and G2/M were both redused. The number of late 
apoptosis and necrosis were increased while living cells reduced. We also found that 
N-cadherin was increased and E-cadherin reduced when knockdown ENO1 in U251 
cell line. And the Erk1/2, P38 was negative regulated in U251 cell line when ENO1 
was knockdown. Suggesting that ENO1 may regulating cell proliferation and 
migration through MAPK pathway in U251. This provides molecular biology basis 
for the further research of glioma. 
 




























是肿瘤发生的主要诱因，而 ERCC1, ERCC2 (XPD) 和 XRCC1 基因的遗传多态性
可增加患神经胶质瘤的风险，表明 DNA 损伤修复的改变或缺陷可导致神经胶质
瘤的发生[5]。DNA 损伤修复基因的表观遗传抑制可增加散发性胶质瘤的发生，
如在胶质母细胞瘤的样本中发现 51.3%到 66% MGTM 基因的启动子甲基化[6] 
microRNA 也可抑制 MGTM 基因的 mRNA 产生蛋白质，如 miR-181d 可靶向结
合 MGMT mRNA 3’UTR，抑制其蛋白生成[7]。另一 DNA 损伤修复基因 ERCC1
启动子甲基化导致在胶质瘤患者中蛋白表达降低或缺失。IDH1 或 IDH2 突变是
神经胶质瘤的驱动突变[8]，IDH1 或 IDH2 突变细胞可产生过量的中间代谢产
物 2-hydroxyglutarate，这种代谢中间产物可结合到改变组蛋白和 DNA 甲基化酶
的关键催化位点上，使肿瘤抑制基因启动子甲基化从而基因沉默[9]。另一方面


















1.2  WBP2 在肿瘤中的研究简介 
1.2.1 WBP2 概述 
WW domain由 38-40个半保守的氨基酸组成，介导蛋白质间的相互作用[10]。
在酵母、线虫和哺乳动物中具有 WW domain 的蛋白具有结构、调节和信号蛋白
等多重功能。因其能与多聚脯氨酸结合而与在功能上与 Src homology 3 domain
具有同源性。在对 16 天的小鼠胚胎表达库测序中发现 Yes kinase-associated 
protein（YAP）的 WW domain 假定的配体，并定义为 WW domain 相关蛋白 1
和 2（WBP1 和 WBP2）。人类 WBP1 和 WBP2 分别定位于染色体 2p12 and 17q25
区。这些蛋白通过共有的四个保守的脯氨酸和一个酪氨酸的短序列
（Pro-Pro-Pro-Pro-Tyr ，PPXY)与 WW domain 相互作用，WBP1 和 WBP2 的同
源序列仅有 PPXY[11]。 
1.2.2 WBP2 研究现状 
YAP2 的 WW1 和 WW2 结构域能够精准识别 WBP2 的 PPXY 结构域[12]。
WBP2 是雌激素受体的共激活剂，参与雌激素受体靶基因的调控，其表达对一
些雌激素受体靶基因的表达是必要的[13]。WBP2 结合到雌激素受体基因的 P2S
启动子，这种结合对磷酸化形式的 RNA 聚合酶 II 结合相同的启动子是必须的
[14]。并且 WBP2 对募集染色质修饰酶--组蛋白乙酰化酶 p300 在相同位点的乙
酰化也是必须的。WBP2 能够通过促进募集或稳定组蛋白修饰酶松散染色体结
构，促进转录从而增强雌激素受体对特定基因的转录激活功能。YAP 是 hipo 
pathway 中的转录调节因子，对细胞的生长、增殖和肿瘤形成具有重要作用。 
Caleb B. McDonald 等人证实 YAP 和 WBP 的相互作用能够通过 E6AP 依赖的方
式增强雌激素受体和黄体酮受体的转录活性，在 Hippo 肿瘤抑制通路中扮演重
要角色[12]。c-Src 和 c-Yes kinases 能够调控 WBP2 的 Tyr192 和 Tyr231 磷酸化
[15]。单独表达 WBP2 并不能驱动正常哺乳动物表皮细胞转化。WBP2 的酪氨酸
磷酸化是分子开关，调控 E2, EGF, 和 Wnt 或 其他肿瘤致癌信号通路交叉对话，
放大雌激素受体的活性，使多种肿瘤抑制基因和原癌基因失活[16]。WBP2 能够
















肿瘤抑制基因 WWOX（WW domain-containing oxidoreductase）能够与 WBP2
相互作用，抑制其转录活性。但在乳腺癌肿瘤组织中，WWOX 通常下调
29–63.2%[12, 18]。 
WBP2 也可以同不含有 WWdomain 的蛋白质如 Pax8、E3 泛素连接酶和 ER
转录共激活子 E6 相关蛋白相互作用[19]。Pax8（thyroid-specific transcription 
factor ）是不含 WWdomain 的蛋白的鼠 Pax 家族中一员，在发育中的肾脏和神
经管以及发育中和成熟的甲状腺中表达。Roberto 等发现 WBP2 能够与 Pax8 结
合，但却不是 Pax8 的转录共激活剂，而是其衔接蛋白。 
Fornage, M.等人在关于 LA 的大规模 GWAS（Genome-wide association studies）
研究中发现，在 17q25 上 6 个已知的基因与 LA 疾病显著相关，包括 TRIM65、




























1.3 ENO1 研究概述 
1.3.1 ENO1 研究概述 
烯醇化酶（enolase），又称磷酸丙酮酸水合酶，是糖酵解过程的限速酶，该
酶是在 1934 年由 Lohmann 和 Meyerhof 发现[21]，随后在人类包括肌肉和红细
胞等多种来源分离出该酶。烯醇化酶存在于所有能够进行糖酵解的组织和器官






图 1-1 烯醇化酶催化 2-PG 转化为 PEP 







和人类 c-myc启动子结合蛋白(Cmyc promoter binding protein,MBP)1,其中,MBP-1



















化酶同工酶，分别是 α-enolase、β-enolase 和 γ-enolase，每种同工酶由独立的基
因编码，能够形成 αα、αβ、αγ、ββ 和 γγ 几种不同的二聚体[25]，其中 αα、ββ
和 γγ 三种二聚体更普遍的出现在成人细胞中。 
αα 型 ：非神经元烯醇化酶（non-neuronal enolase，NNE），在包括肝脏、
脑、肾脏、脾脏等多种组织中发现，在人类的所有细胞表达丰度不同，亦称
enolase1. 
ββ 型：肌肉特异性烯醇化酶（muscle specific enolase，MSE），亦称 enolase3. 
enolase3 很大程度上局限于肌肉组织，具有极高的表达水平。 
γγ 型： 神经元特异性烯醇化酶（neuron-specific enolase，NSE），亦称 enolase2. 
enolase2 在神经元和神经组织中高表达，占总可溶蛋白的 3%，在大多数哺乳动
物细胞中表达均较低。 
烯醇化酶的酶活性需要金属离子的特性是由 Warburg 和 Christian ， Utter 




烯醇化酶的分子量在 82,000 至 100,000 道尔顿间，人类α烯醇化酶为两个α






烯醇化酶相比，分别对 Glu168, Glu211, Lys345 或者 Lys396 突变的烯醇化酶的酶活性
均被削弱。His159 突变，酶活性只有原有活性的 0.01%。通过同位素探针分析发
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